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神経芽細胞腫 は最も頻度 の 高 い 小児悪性固形腫瘍で , 腫瘍細胞 の 分化度や発症年齢 によ っ て予 後が左右 され る特異な性
質を有する . 膿 瘍の 進行や悪性度 に関連す る い く つ か の 予後国子が報告 され て い る. 膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ _1
(m e mbr an e-ty pe m atrix metalloprotein a s e-1, M T･M M Pql) は, 膿瘍細胞表面 に存在する ゼ ラ チ ナ ー ゼ A活性化因子と して 初め
て 同定さ れ た . ゼ ラ チ ナ ー ゼ Aは 腫瘍細胞表面で酵素特異的に活性化 さ れ , 基底膜 の 主要構成成分で ある Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を分
解する の で , こ れ が痛 の 浸潤 , 転移の 重 要な ひ きが ねと な っ て い ると 考え ら れ て い る . 本研究 は30例 の 神経芽細胞腫 を対象
と して , M T･M M P-1発現と ゼ ラテ ナ ー ゼ A活性化率が予後因子 と して 重要か否かを検討 した . 外 科切 除した30症例 の 神経芽
細胞艦を分析 した . 潜在型ゼ ラチ ナ ー ゼ A(68k Da) と活性型ゼ ラナ ナ ー ゼ A(62k Da) の 酵素活性 はゼ ラ チ ンザ イ モ グラ フ イ 一
法で 測定 し た. M T-M M P-1発現 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い た 免疫染色法で評価 し た. 30例全て にゼ ラナ ナ ー ゼ A括性 が認
め ら れ た が , ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A活性化率62 k Da/ (62 k Da+68 k D A) は M T-M M P-1高 発現 , 進行病臥 血清神経特異 エ ノ ラ ー ゼ
(n e u r o n spe ciBc e n ola se, N S E)高値の 症例 に お い て 有意 に高値であ っ た . 多変量解析で は 有意差 に達 しな か っ た もの の b =
0.0 557), ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 は M
′
トM M Pql発現量と強く相関 し, ゼ ラテ ナ ー ゼ A活性化率が 26 % 以 上の 場合は神経芽細
胞腫 に お い て新 しい 予後不良因子 である可能性が示唆 され た .
Eey w o rds m e mbr an e-type m atrix m etalloprotein a se-1(M TM M M P-1), gelatin as eA, m etaStaSis,
n e u r oblasto m a
, pr Ogn O Sis
神経芽細胞種は最も頻度の 高い 小児悪性固形腫瘍 で あ るが ,
腫瘍の 臨床病理学的性質と組織の 分化度 は多岐 に わ たり, そ れ
が生 命予後の 違い をも た ら して い るl) 2). 一 部 の 症例 に腫瘍 の 自
然退縮が み ら れ た り=i), 発症時年齢 が予後 に影響 す る な ど 臨床
的に多様性 を示す. Ⅰ 期お よ びⅢ 期で 発見さ れ た腫瘍 は発症年
齢にか か わ らず比較的予後が良い が 1川 , 発症年齢 が高く診断時
にすで に転移の ある 例 は, 強力な化学療法や骨髄移植 にもか か
わらず予後 はなお悲観的である 5) . 神 経芽細胞腫 の こ の よう な
臨床的多様惟を考え る と, 各症例の リ ス ク に適応 し た 治療を検
討する こ とが 重要であ るが , 神経芽細胞腫 の こ の よう な 臨床的
多様性が どの ような因子 に より規定 さ れ て い る か が議論 の 的と
な っ て い る . こ れ まで に さまざま な臨床痛理学的囚了･ が 報告さ
れて い る . 組 織型1)錮 , 細胞 内 D N A畳 ま た は 染色体数1】7), N-
myc遺伝子増幅
8)さ,)
, Ha- ra S遺伝子発現1
(I)
, Trk-A発現l ‖, 細胞表
面C D44発現1 2)な どが 報告 され 予後因子 と さ れ て い る . しか し,
これ らの 因子は 技術的な問題 な どか ら必ず しも診断時 に ル ー チ
ン で は行なわ れ 得な い . ま た強力 な予後不良因子 と さ れ て い る
N- myC遺伝子増幅は , 予後不良症例の 約半数 にみ ら れ る の み と
の 報告もあり,
い 1 0)
, 同遺伝子増幅の な い 症例 の 的確な予後予測
には他の 予後因子 が さ らに必要で ある .
マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etalloprotein a s e,
M MP)は亜 鉛結合型蛋白分解酵素の ひと つ で , 腫瘍細胞周囲の
細胞外 マ ト1) ッ ク ス (e xtr ac ellular m atrix , E C M) を分解する .
特 に基底膜 は Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ンを骨格 と し, 生 体 内で 癌の 浸潤過
程 に お け る 物理 的 な 障壁 と な っ て い る . M M Pは腫瘍周囲の
E C M を分解 し て 腫瘍細胞の 浸潤, 転移を可能 に させ る こ と か
ら, M M P は腫瘍拡大の 本質を担 っ て い る こ と が 最近の 研究か
ら 明ら か にな っ た l… ). 少なく と も今まで に11種類 の M M P が
同定 さ れ て い る
15)
. M M P は その 構 造と 基質特異性 か ら , コ
ラ ゲ ナ ー ゼ , ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ
,
ス ト ロ ム ラ イ シ ン , そ れ 以 外 の
4 つ の サ ブ グル M プ に分類 さ れ て い る1=り1 じl. そ の な か で ゼ ラ ナ
ナ ー ゼ A は Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 属 し, 7 2k Da ゼ ラ テ ナ ー ゼ ,
又 は M M P-2 とも呼 ば れ る . ゼ ラ テ ナ ー ゼ A は , Ⅳ 型と V 型
の コ ラ ー ゲ ン, エ ラ ス ナ ン , フ ァ イ ブ ロ ネク ナ ン , ラ ミ ニ ン ,
お よ び ゼ ラ チ ン を基 質と し て 分解す る 17 1!り. ゼ ラ テ ナ ー ゼ A
が 基質 とする Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン は 基底膜 に不 叶欠な構成成分 で
あ り2(", また し ば し ば悪性腫瘍 で ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A の 過剰発現
が 指摘され て い る こ と か ら
21)22)
, ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A が腫 瘍拡大
の 重要 な ひ きが ねと な っ て い る の で は ない か と 考え られ て き
た .
平成9年11月12日受付, 平成9年12月9日受理
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他の M M P と同様 に, ゼ ラ テ ナ ー ゼ A は酵素活性を持 た な い
潜 在型酵素(プ ロ ゼ ラナ ナ ー ゼ 朗 と し て分泌 され る の で , 癌細
胞 が浸潤する た め に は プ ロ ゼ ラナ ナ ー ゼ A が活性化さ れ る必 要
が あ る ･ プ ロ ゼ ラチ ナ ー ゼ A は悪性腫瘍舶織ば かり で な く い く
つ か の 正 常組織 に お い て もみ と め られ るが
, 活性型 ゼ ラ チ ナ ー
ゼ A は痛組織特異的 にみ ら れ る こ とが 知ら れ , 転移能 と の 相関
が 報告さ れ て い る . Sato ら2こりは 最近プ ロ ゼ ラナ ナ ー ゼ A の 特 異
的活性化物質と し て, 新 し い 膜 卦 M M P-1(m e mbra n ety pe-
M M P･1, M T-M M P-1)を発見 し た. M T｣M M P-1 は他 の M M P に
は存在 し な い 細胞膜貫通 ドメ イ ンを カ ル ポ キ シ ル 基末端部に持
ち, ゼ ラ テ ナ ー ゼ Aを特異的に細胞膜表面 で清翌日ヒす る2:". 最
近の 研究 か ら M T-M M P-1の 機能 は ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の 活性化 だ
け で なく, 蛋白融解活性を制御 す るゼ ラ テ ナ ー ゼ A/メ タ ロ ブ
ロ テ ア ー ゼ 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 2 (tis s u einhibito r of
m etallopr otein ase-2, TIM P-2) 複合体の レ セ プ タ ー に も な っ て
い る こ と が わ か っ て き た24)25). M TIM M Pplは軌 腎 , 胎盤な ど
の
, 細胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 再構築が さか んな 正 常組織 にも発
硯 が み られ る が 銅沌瑚 , 過剰発現は肺肝 7), 乳癌28), 胃痛 期 , 大腸
癌2バ'な ど癌組織で み ら れ る . こ れ ら の 痛で は , MTしM M P-1の 過
剰発現 はゼ ラ テ ナ ー ゼ A 活性化率や膿瘍浸潤度 に相関する こ と
が 報告 さ れ て い る 27). こ れ ら の 事 実か ら, M
r
IIM M P-1/ゼ ラ テ
ナ ー ゼ A系 は膿瘍 の 浸潤 お よ び転移に お い て 中心的 な役割を果
た し て い る と 考え られ , 悪性 腫瘍組織 にお い て M T_ M M P_1の
発現 お よ び ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の 活性化を検索す る こ と は 予後 の 判
定 に重要な意味を持 つ .
本研究 で は , 小児斯 に最も頻度 の 高 い 神経芽紺胞脛 の 組織 を
用 い て M T- M M P-1の 発現とゼ ラ テ ナ ー ゼ A 活性化 と の 相関 を
検討 し, 神経芽細胞腫 に お い て M T- M M P-1発現 は 新 し い 予後
l卦子となりう るか の 評価を試 みた .
対 象お よ び方法
Ⅰ . 対 象
198 7年5月か ら1 996年8月まで に 金沢大学医学部小児科学教
室 お よ び 全国の 研究協力施設 で外科的切除を行 っ た 神経芽細胞
膜症例 の うち, 新 鮮あ る い は 凍結組織が保存さ れ て い る3 0例
を対象と し た. 男 児14例 , 女児1･6例 であり , 発症年齢 は 1カ
月 か ら13歳で あ っ た ･ 病期分類 は Ev a n s分類 に従 っ て行 な い り ,
Ⅰ期2例 , Ⅱ 期2例 , Ⅲ期3例 , Ⅳ期23例 で あ っ た . 各症 例の
治療 は同 山 の プ ロ ト コ ー ル (進行神経芽細胞腫研究 グ ル ー プ
19 90年 3t'り に よ っ て 行 な っ た . Ⅳ期 23症例 の 3 年生存率 は
64･ % で
, わ が 国の 主要 な小児病研究 グ ル ー プ にお け る成績 (3
年生存率45-72 %耶 1り に比 し標準的な母集団 と考えら れ た .
観察期間は2カ 月 か ら 12 9カ月 (中央値44 カ月)で あ っ た .
址 . 検体の 調整
外科的切除 さ れ た 神経芽細胞腫 の 組織 は-7 0℃に 保存 さ れ
た ■ 活性型ゼ ラテ ナ ー ゼ A の 陽性 コ ン ト ロ ー ル 2 7)と して 金沢大
学医学部第 一 外科 学教室 にお い て 外科的切除 され た肺癌 と正常
肺組織を用い た ･ 権衡 液は4℃に 保存 し た . 新鮮 ある い ほ , 凍
結組織 (20- 5 0mg) を10〃1/mg の 壕衝液【10m M Tris-H Cl(和
光純薬工 業, 大 阪), 2 0 % グリ セ リ ン (和光純葵工 業), 2 %
S DS (和光純薬工業), pH 6.8】 で ホ モ ジナ イズ し1200 0回転 で5
分間遠心した . 上 清 の蛋白畳 を ブ ラ ッ ドフ ォ ー ド法測定 キ ッ ト
(大塚, 東京) で測定 し - 70℃ に保存 した ･ 蛋 白量は 2〃 g/〃1
か ら5〃gル 1で あ っ た .
E【. ゼ ラ チ ン ザイ モ グラ フ イ ー
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ イ ー は , 酵素活性をポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲ ル 電気泳動後の ゲ ル 中で の ゼ ラ チ ン分 解能に よ り検出する
方法 であり , ゼ ラ テ ナ ー ゼ の 検 出 に優 れ て い る . 本 実験 で は
He u s s e nら
こI2'の 方法 に 準 じ て 行 な っ た . ゼ ラ チ ン (D ifc o,
Detroit, U S A)1m g/mlを含 む 10 % ポ7) ア ク 1) ル ア ミ ド ゲ ル
(横90m m , 縦80m m, 厚 さ1m m) を, ラ ビ ダス ニ 連 ミ ニ ス ラ ブ
ゲ ル 作成 キ ッ ト (ア ト ー , 東京) を用 い て作成 した . 検体 (蛋白
量20/∠ g) を3 7 ℃ で 20分間静置 した 後, ラ ビ ダ ス ニ 連 ミ ニ ス ラ
ブ電気泳動装置 (ア ト ー ), お よ びサ ー モ ス タ ッ トサ ー キ ュ レイ
タ ー br e cisio nthe rn 1 0 Static cir c ulato rA B 1600, ア ト ー )を用い
て4℃で 電気泳動 し た . ゲ ル を 洗浄用頼衝液50m M Tl･is_ H Cl
(和光純薬工業), 1/LM ZnC12(和光純重工業), 10m M CaC12(和
光純薬工業), 2.5 %トリ トン 濱100(和光純薬工 業), 0.02 %ア ジ
化ナ トリ ウム (NaN:う, 和光純発工業), pH 7.6 で 30分間室温で2
回洗浄 し た ･ さ ら に 反応液 50m M Tris-H Cl(和光純薬工業),
0･15M NaCl(和光純薬工業), 10m M CaC12 (和 光純薬工 業),
0･02% ア ジ化ナ トリ ウ ム (NaN:一, 和光純薬 工業), pH 7.6中 に
37 ℃ で一 晩反 応 さ せ た . 反応後, ゲ ル を0.1 %コ ー マ ス ブリ リ
ア ン ト ブ ル ー R2 50(Fluka, Bu chs, Switz e rla nd) にて 室温で2
時間染色 し た 後, 3q% エ タ ノ ー ル , 10 %酢酸 で 脱色 し ゼ ラ チ
ン 分解 パ タ ー ン を観 察 した . 潜在型お よ び活性型ゼ ラ ナ ナ ー ゼ
A は, そ れ ぞ れ 68kDaお よ び 62k Da の バ ン ドと して 硯 わ れ た.
各 バ ン ド の ゼ ラ チ ン 分 解 能を バ イ オ プ ロ フ ィ ル (Vilbe r
Lo u rm at, Ma rn e-LaNale eCedex , Fr a n c e)を用 い て 画像解析し,
そ れ ぞ れ の 輝度を定量化 し た . ゲ ル の 背景 の 輝度 を0 と設定 し
た場合の各 バ ン ドの 輝度をゼ ラテ ナ ー ゼA 活性 の 値 と し た. 総
ゼ ラ テナ ー ゼ A (68 k Da +62 k Da) に対す る活性型ゼ ラチ ナ ー ゼ
Aの 比62k Da/(68 k Da 十62 k Da) をゼ ラテ ナ ー ゼ A活性化牢と し
て 算出 した . M M P阻害剤 に よ る MrトM M P-1活性 の 阻害を見る
Ne u r obla sto m a一~~~-1
= lV lV lV lV
Activation(%) 1 9 4 7 8 36 0 4.5 190 8 7 29 5 453 6 2 9
Fig･ 1･ Repr e sentativ egelatin zym ography ofthe s a mple s
in cluding stage Ito Ⅳ(1a n e s3-9) n e u r obla sto m a s, n Or m al
lu ngtis su eOan el), a nd lu ng c a rcin o m aOan e2)a s apo sitiv e
C O ntrOl. Pro-gelatin as eA(68 k Da)a ndthe a ctiv ated fo r m(62
k Da) a r eindic ated by a r r o ws. Gels w e r etra c ed by a
de n sito m ete r and the relative r atio of the bands 62 k Da/(68
kDa + 62 k Dq)w a s calc ulated and is given a sthe gelatin ase A
a ctiv atio n r atio (%). T he gelatin as eA a ctiv atio n r atio sa re
Sho wnatthebotto m of the点gu re.
神経芽細胞腫 にお ける M
′
トM M P-1発 現に 関す る研究
場合に は , 反応液 に2.5m M の 1,1 0- フ ェ ナ ン ト ロ リ ン (1,10-




外科切除 され た組織 は Tissue⊥Tek O.C.T.co mpo u nd(M ile s,
Elkhart, US A) 内に包壊 し - 70℃で保存 した. 各ブ ロ ッ クを ク
リオス タ ッ ト m ss u eTek IIc ryostat, Mile s) を用い 6/L m の厚
さ に薄切 し, 0.02 % ポ リー L - リ ジ ン コ ー テ ィ ン グ ス ライ ドグ
ラ ス(和光純薬工業)に付着さ せ 凍結切片を作成 した .
2. 免疫組織染色
免疫染色 は ア ピ ジ ン ビ オ チ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
(avidin-biotin-al kalin epho sphatase, A BrA P) 法で染色す る方法
をと っ た . 使用 した各抗体 の希釈と洗浄は , 牛血清 ア ル ブ ミ ン
O)0vin e seru malbu min , B S A, Sigm a, St.Lo uis, U S A)0.1 %加
トリス 塩酸後衛液CIhsbu蝕 redsah e, T B S, PH 7.6) にて行 い ,
反応は 湿潤相中で乾燥を防止 して 行 っ た . 凍結 切片を ア セ
ト ン(和光純薬工 業) で 10分間固定後 ドラ イ ヤ ー に て 数分
間風乾 し た . 4 %正常 ウサ ギ免疫 グ ロ ブ 7) ン (n o r m al rab bit
im m u n oglobulin fractio n, D A E O, Glo strup, De n m a rk) で 非特
異反応 の ブ ロ ッ ク を室温で 20分間行なっ た . 1次抗体 と して抗
M TIM M P-1モ ノ ク ロ ー ナ)t/抗体 (1 13-5 B 7
23)) (金沢大が ん研 , 佐
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藤博博士より恵与)5FLg/m ほ 含むTB S-BS Aと 4℃, 18時 間反
応 させ た . T B S-B S A に て 5分間3回洗浄後, 20倍 希釈 し た ビ
オ チ ン 標識 ウサ ギ 抗 マ ウ スIgG抗体(D A K O)と30分間反応さ
せ た . T BS-B S A にて3回洗浄後, 20 0倍希釈 し た ス ト レ プ ト ア
ピジ ン 化 アル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (D A KO) と30分反応させ
た 後, ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 発色試薬 (Fa st-r ed l
､
R S ALr,
Sigm a) を用い て赤色 に発色させ た . そ の 際基質溶液中 に は
1m M レバ ミ ゾ ー ル (Sigm a)を加え, 内因性 ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 活性を阻止 し た . 核 染色は カ ラ ッ チ ヘ マ トキ シリ ン
(武藤化学薬品, 東京)で行っ た. 免疫染色陽性 は神経芽細胞腫
細胞内お よ び表面 が淡紅色 に染まっ た . 染 色の 強度 によ り, 背
景と 区別できな い 程度 を陰性 (-), 背景に 比し淡紅色に染ま っ
て い る の が 区別でき る程度を悶陽性(1十), ほ と ん どの 細胞 で淡
紅色 に染ま っ て い る の が は っ きりわ か る程度 を強陽性(2+) と
評価 した . 染色強度の評価 は, 公 正を現する た め ほか の 臨床 デ
ー タを曝して , 2 人で行 っ た .
Ⅴ . 臨床病理学的因子
臨床病理学的因子として, 病期 , N- m yC遺伝子増幅, 血 清神
経特異 エ ノ ラ ー ゼ (n e u ro n spe cific e n ola se, N S E) 催, 組織型 ,
お よ び 発症年齢を選択 した . N- myC 遺伝子増幅はサ ザ ン プ ロ ッ
ト法を用 い て分析した . 血 清 NS E値 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
法 を 用 い て 分析 した . 組織 塑 は 凍結切片 に H E染色 を行い ,
●
Fig. 2. Im m u n ohistoche mic al expre s sio n of M T M M P-1 in
neu roblasto m as. Expre s sio n of M T M M P-1 isidentiBed a s a
r ed depo siton the c ellsu血 c e. n e inten sity of M T M M P-1
e xpre sio n w a s cla siAed intoo n e ofthre e categories, n egativ e
〔) (朗, W e ak(1+) O3), and inte n s e(2+) (C).
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S hi皿 ada分類6)に 従っ て腫瘍細胞の 分化度を評価 した.
Ⅵ . 統計処理法
得 られ た 値は す べ て 平均値 ±標準偏差で表した . 平均値 の 有
意差検定 に は W elch のt 検定を用 い た. 各臨床病理学的因子 と
ゼ ラチ ナ ー ゼ A活性化率 との 相関は Fishe rの直接確率法
33)を用
い て分析した . ゼ ラテ ナ ー ゼA 活性化率 と免疫染色強度と の 相
関は Spe a r m a nの順 位相関係数 で表した . 生 存率 は Kapla n-
Meie r法34)35)に て 算出 し, その有意差検定は hgr ank法
35)にて 行
っ た . また , 生 存率 へ の 関与度 に つ い て の 多変量解析 に はCo x
比例 ハ ザ ー ドモ デ ル 35)を用 い た . い ずれ も危険率 が 5 %未満 の
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Fig. 3･ Co rr elatio nbetw e enthe gelatin a se A activ ation ratio
a ndtheim m u n ohisto che mic al expre sio n of M T
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Fig. 4. Co rrelatio nbetw een the gelatina s eA a ctiv ation ratio
aJldtu m o rstages･ n egela血 as eA activ atio n ratio ine ach of





p= 0･016･ Patie nts wbo a re aliv e and
de ada rein dicated as(●) and(画),re Spe CtivelY.
成 績
Ⅰ. 神経芽細胞腫に お け る活性型 ゼ ラテ ナ ー ゼ A の発現
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ 一 法で , 潜在型 お よ び 活性型ゼラ
チ ナ ー ゼ A活性 は そ れ ぞ れ 68 k Da と62 k Da の バ ン ドと して検
出 された . ゼ ラ チ ナ ー ゼ A活 性 の 陽性 コ ン ト ロ ー ル に は正常
肺組織お よ び 肺癌組織を用 い た
27l
. 68k Da と 62k Da に おける
活性 は , 反 応緩衝液 に1,1 0- フ ェ ナ ン ト ロ リ ン を2.5m M 加え
る と 完全 に阻害 さ れ た . 1,10- フ ェ ナ ン ト ロ リ ン は亜 鉛 キ レ ー
ト 剤 で , 既 知 の M M P阻害剤 で あ る . 以 上 よ り 6 8k Da と
6 2k Da に 検出 さ れ た酵素活性 は , 分子量 と , 活性 が 1,10- フ ェ
ナ ン ト ロ リ ン に よ っ て 阻害 さ れ る こ と か らゼ ラ チ ナ ー ゼA と
確認 した . 9 7.4k Da に み られ る酵素活性は ゼ ラ チ ナ ー ゼB と叫
致 したt ト 19)(図1).
Ⅰ . M T- M M P-1発現 と ゼ ラ チナ ー ゼA 活性化率の相関
1. M
′
トM M P-1の 発現
腫瘍細胞上 の M T-M M P-1発現 を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体113-5B7
を 用い た免疫組織染色 で証明 した . 30検体中, 19検体 で 免疫
組織染色が可能だ っ た . 19検体中16検体で M
′
トM MP-1の 発現
が 認め られ た . 染色の 強度 を, 陰性 (-), 弱 陽性(1+), 強陽性
(2+)の 3段階 に分類 した (図2 A, B, C).
2. M T･M M P-1の 発現と ゼ ラナ ナ ー ゼ A活性化
M
′
トM M P-1の 染色強度 とゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 の 相関につ
い て, Spear m anの 順位相関係数を用い て 解析 した ･ MT-M MP･
1の 染色強度 と ゼ ラチ ナ ー ゼA 活性化率 の 間に は 有意 な相関関
係 が認 め られ た (順位相関係数 = 0.70, n = 19, p< 0.005). こ
の こ と か ら M TしM M P-1は 神経芽細胞腫 の 腫瘍細胞上 に存在し,
M T M MP-1発現量 は腫瘍組織中の ゼ ラ チ ナ ー ゼ A活性化率に比































StageI& " Stage ‖ Stage N
Fig.5. Co rrelatio nbetw e en the totalgelatin a s eA le v els and
tu m o r stage s. Gels wer e seton the whitelight table, andw ere
s c a n n ed bythe den sito mete r･ Inten sityle v els of the cle a
r
bands in the gelw e requ antitated and se rv ed a sgelatin as e
A
le v els. Inte n sitylevel zer oindic atedtheinte n sity ofth
e
ba ckgr o u ndof the gel･ Lev el -100 in dic ated theinte n sitYWhe
n
the white light table wa stu rn ed ofE. n e totalgelatin as eA
levds ine a ch oftum o r s ample s w e replotted and 更± S Da
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p= 0･011･ Patie nts who
ar e aliv e and de ad a reindic ated a s(●) and (園),
re spe ctively.
神経芽細胞腫 に お ける M T-M M Pql発現 に関する研究
Ⅱ. 神経芽細胞腫の病期 とゼ ラチ ナ ー ゼ A 活性 の相関
1. 病期 と ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率
30症例 の ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A活性化率は 2.2 % か ら7 臥9 % であ っ
た . 病期分類別 にみ る と, Ⅳ期 にお け る ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A活性化
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率 は29.9 %±1 9.0 %(平均± 標準偏差) で , Ⅰ 飼お よ びⅢ 期に
お け るゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率(6.8 %士2.2 %)よ り有意に高か
っ た (p< 0.00 1). Ⅲ 期 に お け る ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ A活性化率は
17.4 %± 5.6 % で, Ⅰ 期お よ び Ⅲ期 に比 し有意 に高か っ た (p =
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0.0 16, 図4).
ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活 性化率と 生 存期間の 相関をみ る た め に , 臨
床予後因子 と し て 有 意なゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率の】ヒ昇 は何 %
以 上 か を知 る こ と を試み た . ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 の 分割点
を26% で 設定 し, 手 術関連死の 1例を除 い た29症例を, ゼ ラ
テ ナ ー ゼ A活性化率26 % 以 下の 群 (低活性化率群) と , ゼ ラテ
ナ ー ゼ A活性化率 が26 % より高い 群(高活性化率群) に分け た.
こ の分割点を用 い た場合の 感度は 80 %(死亡例10例中, 8例が
高活性化率群), 特 異度 は78.9% (生 存例19例中, 15例 が 低活
性化率群) で あ っ た . 陽性反応適中度は6 6.7 %(高活性化率群
12例中8例が 死 亡), 陰性反応適中度 は88.2 %(低活性化率群17
例中15例が 生存), 適中精度 は79.3 %(8+1 5/29例) で , 母集 団
の 実際の 死 亡率34.5 %を上 回り , この 分割点は統計学的に有意
であ っ た .
Ⅰ 期か ら Ⅲ期の 7例 は すべ て 低活性化率群で あ っ た . Ⅳ期 は
23症例あ っ たが , ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A活性化率 は2.2 %か ら7 8.9 %
にわ た り, 12例 が高活性化寧群, 11例が 低活性化率群 だ っ た .
ゼ ラテ ナ ー ゼ A活性化率 と病期は有意な相関が み ら れ た (p =
0.024, Fishe rの 直接確率法).
2. 病期 と総 ゼ ラ テ ナ ー ゼ A晴性
Ⅳ期 にお ける総 ゼ ラ チナ ー ゼ A活性は147. 士 109.7 で, Ⅰ期お
よび Ⅲ期の 43.8±26.2に比 し有意 に高か っ た b< 0. 01, 図5).
Ⅳ . ゼ ラ チ ナ ー ゼ A 活 性化率と臨床病理学的予後因子 と
の 関連
ゼ ラ チ ナ ー ゼ A活 性化率と N- m yC増 幅, 血 清 N S E値 , 組織
分類, 発症年齢 と の 関連をFisbe rの 直接確率法を用 い て分析 し
た (表1). N一ⅠⅡyC増 幅は サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に より30症例中29例
で検索が 可 能 で あ っ た . N一 皿yC増幅 が認 め ら れ た 6症例中5例
(83.3 %) が高ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率を示 した . し か し, N-
m yc増幅が 認め られ な い 23例中で は8例(34.8 %) が高 ゼ ラ チ ナ
ー ゼ A活性化率を示 し たの み で あ っ た . N- myC増幅群 は ゼ ラナ
ナ ー ゼ A 活性化率が 高 い 傾向が あ っ た が 有意差 は な か っ た
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Survi alperiod(ye ars)
Fig.6. T he Kapla n-M eie r ove r alls urviv alc u rv e sfo rtota1
2 9patie nts with n e u r obla sto m a a c c o rding to the
gelatin a s eA activation ratio . - , higha ctiv atio n
r atio (> 2 6%)gro up; M - - - - ,lo w activ atio n r atio (i 26 %)
gr o up. Tick m a rksindic atepade nts who w e re aliv e atthetim e
of thela stfbllo w-up visit. T hepatie nts wi th thehigha ctiv atio n
ratio grouphadsigniBc an伽 po o r er o utc o m ethanthatwi th the
low a c也v atio n ratiogr o upby the Legr a nkte st(p= 0.0 009).
b = 0.063).
血 清 N S E値 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ツ セ イ 法を用 い 2 4症例 で検索
が可能 であ っ た . N SE値 が 5 0ng/ml より高 い 群を高 N S E群,
50ng/ml 以下 を低 N S E群 と した . 高 N S E群13例中7例 が高ゼ
ラテ ナ ー ゼ A活性化率を示 した . 低 N S E群11例中で は1例が 高
ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A 活性化率 を示す の み だ っ た . 高 N S E群 は 低
N S E群 に 比 し有意 に ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 が高 か っ た (p =
0.034).
組 織 分類 は腫瘍細胞 の 分化度 に よ り分類 し , 2 3例 が 神経
芽 細 胞腫 (n e u r obla sto m a, N B), 7例 が 神経節芽細胞腫
(ga nglio n e u r obla sto m a, G N B) で あ っ た . ま た , Shim ada分
類 G)に よ る 分類 で は , 3 0症例中21例 で 検索が可能で , 9例 が良
好群 (favo r able histolog y, F H), 12例が 不良群 (u nfa v o rable
histolog y, UH) で あ っ た . 組織分類 に よ る ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A活性
化率 の 差 は み られ なか っ た .
発症年齢 は1カ 月 か ら1 3歳で , 8例 が1歳以~~F であ っ た . 5例
(Ⅰ 期1例, Ⅲ 期1例, Ⅲ期2例 , Ⅳ期1例) が マ ス ス クリ
ー ニ ン
グ発見例で あ っ た . 発症年齢 に よ る ゼ ラテ ナ ー ゼ A活性化率の
差は な か っ た .
Ⅴ . ゼ ラ チナ ー ゼ A活性化率 と生存率
30症例中10例 が 神経芽細胞腫 で死亡 し, 1例が 手術関連死 で
あ っ た . 19例 は 生存中で あ っ た . 手術 関連死の 1例を除い た29
例 に つ き, ゼ ラナ ナ ー ゼ A活性化率 の 予後国子 と して の 有用性
を検討す る た め に, ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率に よ る 生存率を,
既知 の 予後国子 である臨床病期, N-myC増 幅, N S E値 , 組織型,
お よ び 発症年齢 に よ る 生存率 と比較 し た (表2). ゼ ラ テ ナ ー ゼ
A の 高橋性化率群 の 5年生存率 は2 1.2 % で, 低活 性化率群 の
92.9 % に比 し有意 に低か っ た b = 0.0009, 図6). 組織型分類で
は N B群の 5年 生 存率 は4 6,0 % で, G N B群 の 100 % に比 し有意
に低か っ た b=0.04 7). 臨床病期 , 組織塑(U Ⅲ/F Ⅲ), 発症年齢
によ る分類 でも5年生存率に差が み ら れ た が , 母集 団が 小さ い
ため それ ぞ れ の 予後良好群 に死 亡例 がなく , 有意差が検定でき
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Fig. 7. T he Kapla n- M eie r over alls u r vi al c u rv e sfo r23
patie nts with stage Ⅳ n e u r obla sto m a a c c o rding to the
gelatin a s eA a ctiv ation r atio .
-
, higha ctiv atio nr atio
(> 26 %)group; - - … - - ,lo w a ctiv atio n r atio(≦ 26 %)gro up･
Tick m arksindic ate patie nts who w e re aliv e atthetim eof the
la stfo1lo w- uP Visit. T he higha ctiv atio n r atio gr oup had
signific antly po o r e r o utc o m etha nthelo w a ctiv atio n r at
io
gro upbythe Logra nkte st(p= 0.0125).
神経芽細胞腫 にお ける M T M M P-1発現に 関す る研究
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なか っ た . N- myC増幅群と 非増幅群 の 差 は統計学的有意 に は達
しな か っ たが , N- myC増幅量 を連続変数と して Co x比例 ハ ザ
ー
ドモ デ ル で 解 析す る と 有意 な 予後不良凶子 であ っ た (p =
0.015). N S E値は 5年生 存率に は 差が あ っ た が 有意 で は な か っ
た . ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 は臨床病理学的因j二の 中で も っ と
も有意に予後 に関与 して い た(表2).
最も病期の 進行 した Ⅳ期 は23例あり , 12例 (52 %) が ゼ ラ ナ
ナ ー ゼ A高活性化率群, 11例 (48 %) が低活性化率群であ っ た .
Ⅳ 期 にお い て もゼ ラ ナ ナ ー ゼ A 高活性化率群 の 5年 生 存率は
21.2 % で, 低活性化率群 の 88.9 % に比 し有意 に予後が悪か っ た
b = 0.0125, 図7), 組織型 (U H/FIi), 発症 年齢 に よ る 分類で
も5年生存率 に差 が み られ た が , それ ぞ れ の 予後良好群 に死亡
例がない た め 有意差は検定できな か っ た (表3).
Ⅳ期 で 発症年齢が 12カ月 以上 の 20例 に つ い て Co x比例 ハ ザ
ー ドモ デ ル を用 い た多変量解析を行 な っ た (表4). 統計学的有
意差に届 かなか っ たが (p = 0.0557), 高 ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A活性化
率は他 の 臨床病理学的因子 に比 し予後不良 に強く関与する こ と
が示唆 さ れ た.
583
考 察
本研究 で滞在型 ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A の 活性化 は 30倒すべ て の 神
経芽細胞腫検体で検出 され た . ま た活性型 ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の
値 は 神経芽細胞腺 に お ける M T- M M P-1 の 発現 と 強 い 相関が
あ っ た . ･･｣･∧･一 連の 報 苦か ら , 悪性 腫瘍 に お け る M T-M M P-1の
発現 は そ の 組織 に お け る ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A の 清惟化 を直接表 わ
して お り , そ の 膿瘍 の 生体内で の 浸潤能 を示 す こ と が 解明 さ
れ て い る . そ れ は , M T- M M P- 1 cD NA を形質導 入 し た




ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ イ ー で 定 量 し た ゼ ラ テ ナ ー ゼ
A活 性化牢 は免疫組織染色法
皿 7 ‖心=7や , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト
法 制 , ノ ザ ン プ ロ ッ ト法
=汀)
, イ ン サ イ チ エ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー
シ ョ ン 法'",で 定量 化 し た M T-M M P-1屋二に 強く相関す る こ と ,
MT- M M P-1の 岳発現 が様 々 な悪性腫瘍組織, た と え ば 肺輔 ,
計噛, 大腸癌 , 乳鳩 な どで み ら れ る こ と な ど か ら
コ丁
叩Jら か
で ある . 本研 究で Ⅳ別 の 4例 が M T- M M P-1の 免疫組織染色が
2+ で あ る に も か か わ ら ず, ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率が低値 を
示 し, M T-M M P-1発現巌と ゼ ラ テ ナ ー ゼ A清性化率と の 間 に
相違 が み ら れ た . こ の 相違 の 理 由は 明確 で は ない が , 1例 は
化学療法彼 の 切除で あ る の で線維化 や TI M P-2活性
:'d) 叫の 増
加, M T-M MP-1党規量 の 減少な ど, 治療 に 伴う変化 が組織
内 に起 こ っ た可 能性が 考え ら れ る . 他 の 例で は組織の 保存 や
輸送 に伴 い , M T-M M P-1の 酵 素活性 が減弱 し た可 能性が考え
られ る .
Ⅳ期23例 で は ゼ ラナ ナ ー ゼ A活性化率 は2.2 % か ら78.9 %の
範囲にあり, ゼ ラチ ナ ー ゼ A活性化率の 高い 例 は予 後が 悪い も
の が多か っ た . 正常副腎髄質 や神経節 にお ける M T㌧M M P-1の
基礎発現量お よび ゼ ラチ ナ ー ゼA 活性化率に つ い て はまだ報告
が な い が , 他組織で の 報告か ら正常副腎髄質に お い て もある窄
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度の ゼ ラテ ナ ー ゼ A 活性化が み ら れ る こ と が推測でき る. 本研
究で は 臨床一打後因-一戸と し て有意 な ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 の 上
昇 は何% 以 上 かを知 る こ と を試 み , ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ A活性化率の
分割点 を26% で設定 した .
こ の 分剖点を用い Ⅳ期2 3症例 の ゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率と 生
存率を検討す る と , 高活性化準群 の 5年生 存率 は2 1.2 % で, 低
活性化率群 の 88.9 % に比 し有意 に予後不良だ っ た . Logr a血 法
に よ る単変量解析でも, ゼ ラナ ナ ー ゼ A活性化率 は他 の 臨床病
理学的因子 に比 し最も生存率に相関が強か っ た . 母集団が 少 な
い た め多変量解析で は 統計学的有意差 が得 ら れ な か っ た も の
の
, ゼ ラ チ ナ
ー ゼ A活性化率と M′トM M P-1 発現 は神経芽細胞
膜 の 新 し い 予後因子 である可 能性が示唆 され た .
既知の 予 後因子であ る, 臨床病期, 発症年齢, 組織型 , 血 清
N S E値 , お よ び N- myC増 幅は 本研究の 母集団に お い て も予後
に関係 があり , 本研究 の 母集団 は臨床的特徴 に お い て 他 の 報
告ニー(l-31)に比 し標準的 な集団であ る と 考え ら れ た . 治療 方法 は ,
い ず れ も進行神経芽細胞膜研究 グ ル ー プ の プ ロ ト コ
ー ル こ糊
(1990年) に従 っ て 行 な っ た . 1歳以 上 で 発症 した Ⅳ 期症例で は ,
強力な化学療法 と外科的切除の 後, 骨髄移植 を行 な っ た . 1歳
以 下 で 発症 し た Ⅳ期症例 で は外科的切除の 後, 化学 療法 にお け
る投与量を調節 して 行な っ た . マ ス ス ク リ ー ニ ン グ発見例で は
外科的切除 と弱 い 化学療法を行 な っ た 川 .
わ が 国で は神経芽細胞腫 の マ ス ス ク リ ー ニ ン グ が , 6 カ月 の
乳児 を対象 に全国 レ ベ ル で 行なわ れ て い る
昭)`13)
.
マ ス ス ク リ ー
ニ ン グで は 尿中の バ ニ リ ル マ ン デ ル 酸と ホ モ マ ン デ ル 酸 の 増加
を検出 し, 患者は 無症状 の うち に発見され る. マ ス ス ク リ
ー ニ
ン グ発見例 の ほ と ん どは 病期が低く, 組織塑が良好 で N- myC増
幅が なく, 予 後 の 良い こ と が 報告 さ れ て い る
42)43}
.
マ ス ス ク リ
ー ニ ン グ発見例 の 中に も進行神経芽細胞種はみ ら れ る が , 特別
なプロ ト コ ー ル が な い に もか か わ ら ず非 マ ス ス ク リ 】 ニ ン グ例
に比 し予後 が よ い . マ ス ス ク リ ー ニ ン グ で発 見さ れ る 神経芽細
胞腫 は自然退縮す る と もい わ れ , 臨床病理学的 に非 マ ス ス ク リ
ー ニ ン グ例 の 腫瘍 と 異なる 可 能性 があり, 神経芽細胞腫 の 多様
性 が指摘され て い るヰ‥
l)
. 本研究で も マ ス ス ク リ ー ニ ン グ 発見例
は Ⅰ 期1例 , Ⅱ 期1例, Ⅲ期2例, Ⅳ 期1例の 計 5例あ っ た . 5
例 と もゼ ラ テ ナ ー ゼ A活性化率 は低く(3 A% - 19 %) N- myC増
幅は なく , N S E は低く , 組織 型は良好群であ っ た . 手術 関連死
の 1例を除き4例 が生存中であ っ た .
本研 究で は 神経芽細胞腫 に お い て ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ A の 高 活性
化, す な わ ち M T-M M P-1の 高発現 は病期の 進行度 に強く相関
し, 予後不良であ っ た . M T-M M Prl は神経芽紺胞臆 に お い て ,
特 に1歳以 上 発症 の Ⅳ期症例 に お い て は , 重要 な予後因子で あ
る 可 能性が ある . 腫瘍 組織 の M T-M M P-1発現 お よ び ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A活性化率を検索す る こ と に より , さ ら に 的確 な治療方針
をた て得 る こ と が期待 できる.
結 論
神経芽細胞腫 30症例を対象 に MT- M M P-1の 発現お よ びゼ ラ
チ ナ ー ゼ A の 活性化を検討し, 以下の 結果を得 た .
1. 30症例全て にゼ ラテ ナ ー ゼ Aの 活性化が認め られ た .
2. 病期別 に み る と Ⅳ期の ゼ ラチ ナ ー ゼ A活性化率 は , Ⅰ期,
Ⅱ期 に比 し有意 に高借であ っ た .
3. ゼ ラナ ナ ー ゼ A活性化率と , 免 疫染色法 に よ る M T･M M P-
1発硯量は強 い 相関がみ ら れた .
4
.
ゼ ラ テ ナ ー ゼ A高 活性化率群は低活性化率群 に比 し, 有
意に予後不良であ っ た .
以 上 の 結 果か ら , 神経 芽細胞腫 に お い て M T- M M P-1の 発現
と ゼ ラ テ ナ ー ゼ Aの 活性化 は , 柄期 の 進行度 と強 い 相関が あり,
神経芽細胞膿の 新 しい 予後因子であ る可 能性が示唆 され た .
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A bstr a ct
Ne u r oblastom a(N B), the m ost c o m m o npediatric s olidtu mor, has a u niqu echaracteristicin that the hete r oge n eity ofthe
differentiating tu mor c ells and age atdiagno sis a re related toprogn osis･ Se v e r al fa ct ors have be e n repo rtedthatc o rr e
late with
tu mor ag gre s siv e n es s a ndpo orprogno sis･ M e mbrane-ty Pe m atrix m et alloprotein a s e
-1(M T- M M P-1) w a side ntified a sbeing
expre s sed on the tu mor c ellsu rface a nd being capable of indu cing a ctiv atio nofpro
-
gelatin as eA ･ Pro
rgelatinas eA is a ctiv ated
by the en zym e specific ally e xpr e sed on the tu mor ce11s u rfa ce ･ Activ ated gelatin a s eA is r eportedto be ov e r e xpr e ss ed in a
variety of m aligna nttu m or tissu e s･ Sin c e a ctivated gelatin a s eA degrade stype Ⅳ collage n, O n eOftheintegralc o mpo n en ts o
f
the basem e n tInem br a n e, this e n zym eis tho ught toplay a key rolein trlg ge rl ng tu m O r SPre ad･ T his studyis a n attemptto
dete rmin ethe po ssibilitythat the e xpressio n of M T
- M M P-1 and gelatina s eA a ctivatio n c a nbe apr ogn o stic dete r minan
tin
N B. Surgically e xcis ed N Bs(n= 3 0) w ere an alyzed･ The total le vels ofpro-gelatin a se A (6 8 k Da)a nd its a ctivated form (62
k Da)in the t um orlysa tes w er equ a ntitated by a gelatin zym ography･ The e xpr e s sion of M T- M M P-1 w a s e stim ated by
im m un ost ainlng With the m on o clon al antibody･ Pr o
-
gelatin a se A a nd the a ctiv ated fo rm w e r edet ected in e a ch o
fthe 30
spe cim en s･ T he gelatin a s eA activ atio nr atio 62 k Da/(62k Da + 6 8 k Da) w as significa n tly high in the patients with high
le vels of M T- M M ト1expre s sion on thetu mor c ells, ata n adv an c edtu m o r stage, a nd with high s e r u m neu
ron - SPe Cific en olas e
levels ･ T he high gelatin ase A a ctiv ation had a strong as sociatio n with an unfa v o rable clinic al o utc o m ein
allc a s e s a nd in the
s ubgroup of stage Ⅳ (P = 0･0 09, and p= 0･0 125, re SPe Ctiv ely)･ M ultiv a riate a n alysis s ug ge sted thathigh gelatinas eA
ac tiva tion r atio w as associated withpoorprognosis(P= 0･0 5 57)in the patie nts aged ov er12m o n ths with stage Ⅳ ･ Gelatin as e
A activation correlate s with highe xpression of M T- M M P-l o n N Bcells a nd is s trongly as sociated with adv a n c ed stage and a
poor clinicalou tc om ein thepediatric patie nts･ T hes e re sults a r eco n siste nt withthe n otio nthat M T
- M M P-1 e xpr e ssionis a n
importantpr ognostic dete rminan t ofthebiologic behavio rof N B･
